Polymerase Chain Reaction (PCR) による固定組織切片中のHTLV-IプロウイルスDNAの検出 by 本間 真理
Polymerase Chain Reaction (PCR) による固定組織
切片中のHTLV-IプロウイルスDNAの検出
著者 本間 真理
号 1176
発行年 1993
URL http://hdl.handle.net/10097/20792
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
研究科専攻
学位論文題目
 来簡黄蓮(宮城県)
 博士(医学)
 医博第1176号
 平成5年3月25日
 学位規則第4条第1項該当
東北大学大学院医学研究科
 (博士課程)病態科学系専攻
 PolymeraseC強ainReaction(PCR)による固
 定組織切片中のHTLV-1プロウイルスDNAの検
出
論文審査委員
 (主査)
教授岩崎祐三
教授今野多助
教授菅村和夫
 一173一
論文内容要旨
細的雲
 Polymerasechainreaction(PCR)法はpolymeraseを用いて試験管内で目的とする核酸を
 迅速かっ簡便に増幅させる方法であり,現在のところ最も感度の良い核酸の検出方法である。特
 に核酸を抽出せずにパラフィン包埋組織切片から直接PCRを行う方法は,連続切片を利用する
 ことにより,病変部位との対応ができることや,操作が簡便なこと,DNA抽出が困難な微小組
 織にも利用できることなどから非常に利用価値が高い。我々は,この方法を用い,ヒト成人丁
 細胞白血病(ATL)患者組織のPCRを行い,HumanT-cellleukemiavirustypeI(HTLV-1)
 の検出を試みてきたが,その検出感度が組織ブロックごとに異なる事に気付いた。その原因につ
 いて,固定組織標本の場合は固定操作によってPCRの増幅効率が異なるためではないかと考え
 た。そこで,固定という操作が,どのようにPCRの感度に影響を与えるのか,またPCRの感
 度を良好に保つにはどの様な固定法が望ましいのかを検討した。更に,既に数カ所の施設で各々
 の方法で作製されているATL患者の組織標本を用いてPCRを行い,どのようにすれば効率良
 くHTLV-1プロウイルが検出できるかについても検討した。
匿方法遇
 PCRの条件はDNA変性95℃,1分,アニーリング55℃,2分,DNA伸長70℃,L5分を1サ
 イクルとして50回行った。反応液はPCR緩衝液(50mMKCi,10mMTris-HCIpH8.8,1.5mM
 MgC12,0.1%Tri七〇nX-100)に,Taqpolymerase2.5U(和光純薬),dNTP200μM,各プ
 ライマー1μM,そして最後にDNA試料を加えて総量50μ1とした。nestedPCRは1回目の
 PCR産物の1/25量を同じ条件で更に40サイクル行った。PCRの増幅産物はその1/5量を,2
 %もしくは4%のアガロースゲル電気泳動後,エチジウムブロマイド染色し,SouthemBlotで
 バンドの特異性を確認した。Hybridizationは,ナイロンフィルターにアルカリプロット
 (0.25MNaOH,1.5MNaC1)し,Digoxigenin41-dUTPでラベルしたprobeで42℃,12時間
 行った。
 まず正常脾臓,肝臓を一定時間,数種類の固定液で,室温または4℃で固定し,ヒト染色体に
 普遍的に存在するα一tubulin(286bp)をターゲットとしてPCRを行った。次にHTLV-1感染樹
 立株であるMT-2細胞を,最も汎用されている10%ホルマリン液で種々の時間室温固定した後,
 DNAを抽出し,HTLV-1のρoZ領域123bp,233bp,321bp,499bp,θ卿領域467bp,gαg領域
 120bpにターゲットを設定してPCRを行った。最後に実際に既に作製されているATL患者の同
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 定組織標本を用い,ターゲットをgαg領域で前述と同じ120bp,そしてその外側に374bpを設定
 し,各々のone-roulldPCR及び両方を用いたnes七edPCRを行った。
匿結果璽
 アルコール系のCamoy液では,10日間固定でも比較的感度は保たれていたが,ピクリン酸系
 のBouin液は数時間固定で著明に感度が低下した。いずれの固定液でも低温固定の方が,かな
 り感度が保たれていた。特に,4℃で10%中性緩衝ホルマリンを用いることにより,かなり感度
 の低下を防ぐことができた。またMT-2細胞を10%ホルマリンで固定した実験では,未固定標本
 と比較してPCRの感度は確実に低下しており,ターゲットの領域に関係なく,PCRの感度は固
 定時間,ターゲットの長さと逆相関していた。実際のATL患者組織標本を用いた実験では,
 374bpをターゲットとしたone-roundPCRの検出率は38.9%,i20bpでは77.8%,nestedPCR
 では83、3%であった。残りの16、7%ではHTLV-1に特異的なバンドは全く検出されなかった。
匿考察遡
 PCRの感度を良好に保つ固定条件として,実用的には,中性緩衝ホルマリン低温固定が望ま
 しい。MT-2細胞を用いた実験では,PCRの感度は固定時間とターゲットの長さに逆相関する
 ことが分かった。固定組織標本を用いてHTLV-1プロウイルスを検出しようとする場合は,
 one-roundPCRであればターゲットの長さをある程度(100bp前後)短くすること,または
 nestedPCRを行う事が有用であると考えられる。これらの操作を行っても全く増幅されない標
 本が存在したが,これらの標本はヒト染色体に普遍的に存在するα一tubulinでも全く増幅されな
 かったので,不適切な固定条件によりDNAがダメージを受けたためであろうと推測された。固
 定組織標本を用いてPCRを行う場合は,intemalconむro1としてヒトの染色体に普遍的に存在
 するDNAをターゲットとしてPCRを行い,DNAの保存状態を確認することも重要であると思
 われた。
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 審査結果の要旨
 Polymerasechainreaction(PCR)法は試験管内で目的とする核酸を迅速かつ簡便に増幅さ
 せる方法で,特に核酸を抽出せずにパラフィン包埋組織切片について直接PCRを行う方法は,
 連続切片を用いて,病変部位との対応ができることや,操作が簡便なこと,DNA抽出が困難な
 微小組織にも利用できることなどから非常に利用価値が高い。本研究はこの方法を用い,ヒト成
 人丁細胞白血病(ATL)患者組織のHumanT-cellleukemiavirustype亙(HTLV4)の検
 出を行なう場合に組織の固定操作が,どのようにPCRの感度に影響を与えるのかを検討し,更
 に,PCRの感度を良好に保つのに至適なPCRの設定条件を見出すことを試みたものである。
 One-roundPCRはDNA変性を95℃でi分,アニーリングを55℃。2分間,DNA伸長を70
 ℃でi.5分の条件で50回行った。nestedPCRは1回目のPCR産物の1/25量を同じ条件で更に
 40サイクル行った。PCRの増幅産物はその1/5量を,2%もしくは4%のアガロースゲル電気
 泳動後,エチジウムブロマイド染色,更に,Digoxigenin-11-dUTPでラベルしたprobeを用い
 たSouthemblotにより反応の特異性を確認した。
 まず,普遍的に存在する酷tubulin(286bp)をターゲットとしてPCRを行い,次にHTLV一
 亙感染樹立株のMT-2細胞からDNAを抽出し,HTLVJのpol領域から123bp,233bp,321bp,
 499bp,env領域から467bp,gag領域の120bpにターゲットを設定してPCRを行った。最後に
 ATL患者の固定組織標本を用い,ターゲットをgag領域の120bpとこれを含む374bpに設定し,
 one-roundPCRとnestedPCRを行った。
 アルコール系のCamoy液では,10日間固定でも比較的感度は保たれていたが,ピクリン酸系
 のBouin液では数時間固定で著明に感度が低下した。いずれの固定液でも低温固定で感度が保
 たれていた。特に,4℃で10%中性緩衝ホルマリンを用いることにより,かなり感度の低下を
 防ぐことができた。またMT-2細胞を10%ホルマリンで固定した場合には未固定標本と比較し
 て,ターゲットの領域に関係なくPCRの感度は固定時間,ターゲットの長さと逆相関して低下
 していた。ATL患者組織標本の検索ではターゲットを374bpとしたone-roundPCRの陽性率は
 38.9%,120bpでは77.8%,nestedPCRでは83.3%であった。残りの16.7%ではHTLV-1に特
 異的なバンドは全く検出されなかった。このような研究結果はHTLV-1感染の診断と病態解明
 にPCRを用いる場合に不可欠な情報であり,今後の研究の基礎となる重要な研究で学位授与に
 値するものと認める。
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